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1   UVOD 
 
Namen diplomskega dela je opisati značilnosti sistema CRISPR-Cas9 kot orodja genskega 
inženiringa in njegovih izboljšav oziroma modifikacij, ki bi jih potencialno lahko uporabili za 
gensko terapijo glikogenoze (GSD – angl. glycogen storage disease (Wolfsdorf in Weinstein, 
2003)). GSD tipa I je najpogostejša različica le-te (Chen, 2011) in je redka dedna bolezen 
(Kishnani in sod., 2014). Vsebina diplomske naloge se osredotoča na GSD tipa Ib (GSDIb), ki 
je zaradi življenje ogrožajoče hipoglikemije med resnejšimi oblikami te bolezni. Dodaten 
razlog in izziv za razvoj tovrstne genske terapije pa je poleg metabolnih nepravilnosti tudi 
sočasna prisotnost imunoloških zapletov pri GSDIb. Številne raziskave terapevtske uporabe 
tehnologije CRISPR-Cas9 (Tyagi in sod., 2020) na eni strani in znanje s področja glikogenoz 
na drugi strani so zato spodbudni podatki za morebiten razvoj genske terapije na osnovi 
CRISPR-Cas9 za zdravljenje glikogenoze tipa Ib. 
 
 
2    GLIKOGENOZE  
 
GSD je skupina genetskih bolezni, ki združuje več tipov in podtipov teh bolezni. Do sedaj 
znanih šestnajst tipov se označuje z rimskimi številkami (GSD I, GSD II itd.), podtipi pa so 
dodatno označeni s črkami (GSD Ia, GSD Ib itd.) (Ross in sod., 2020; Laforêt in sod., 2012). 
Večina poseduje tudi dodatno poimenovanje; na primer po avtorju, ki je bolezen prvi opisal 
(Laforêt in sod., 2012). Skupno vsem oblikam pa je okvara encima (Chen, 2011) ali proteina z 
drugačno funkcijo, ki sodeluje v procesu izgradnje glikogena ali razgrajevanju le-tega do 
glukoze (Wolfsdorf in Weinstein, 2003). Ta se v nepatoloških razmerah ob padcu krvnega 
sladkorja sprosti v obtok in vzdržuje nivo glukoze v krvi. Organizem lahko energijo prejme 
neposredno z vnosom hrane, nekontrolirana razgradnja, ali iz telesnih rezerv, kontrolirana 
razgradnja. Slednje je ključnega pomena med obroki (Berg in sod., 2001; Laforêt in sod., 
2012) oziroma v času, ko zunanje preskrbe s hranili ni. Tako se celicam zagotavlja konstanten 
dotok hranil, bistven za delovanje in obstoj organizma. Pri tem ima izredno pomembno vlogo 
glukoza; za nekatera tkiva in celice glavni ali celo edini vir energije (Berg in sod., 2001). 
Vzdrževanje homeostaze sladkorja v krvi; univerzalnega »bazena«, od koder je glukoza na 
razpolago vsem celicam telesa, je zato izredno pomembno. Anomalije v tem delovanju lahko 
privedejo do stanja, kot je hipoglikemija, ki je v nekaterih primerih, kot je glikogenoza, lahko 
usodna (Ross in sod., 2020). Organizem seveda energijo prejme tudi z razgradnjo drugih 
snovi, ne le glukoze: ostalih ogljikovih hidratov, proteinov ali lipidov. Vendar pa je zaloga 
glikogena kot skladiščna oblika glukoze izrednega pomembna, saj deluje kot »prva pomoč«. 
Zaradi zmožnosti hitre razgradnje omogoča takojšnjo regulacijo krvnega sladkorja, prav tako 
pa je razgradnja glukoze omogočena v odsotnosti kisika, torej v anaerobnih pogojih. Slednje 
je pomembno ob večjih telesnih naporih, ko je hitrost porabe glukoze hitrejša od preskrbe 
telesa s kisikom, potrebnim za njeno razgradnjo (Berg in sod., 2001). 
2.1  METABOLNE POTI IN PRESTRUKTURIRANJE LE-TEH V ČASU 
POMANJKANJA GLUKOZE ALI OB STRADANJU   
Zaradi pomembnosti homeostaze krvnega sladkorja je ta močno nadzorovana z različnimi 
hormoni in metabolnimi potmi (Ross in sod., 2020). Osrednja metabolna pot glukoze je 
glikoliza; razgradnja glukoze, katabolna pot, pri kateri nastane energija za celično delo v 
obliki molekul ATP. Kadar so v telesu prisotni viški glukoze, se ta v procesu glikogeneze 
pretvori v glikogen; celične rezerve glukoze. Ob večjih presežkih prihaja tudi do tvorbe 
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lipidov, poteka izgradnja ali anabolizem (Berg in sod., 2001). V nasprotnem primeru, ob 
upadu nivoja glukoze v krvi, poteče glikogenoliza, kjer se z razpadom molekul glikogena 
sprosti skladiščena glukoza (Anderson in sod., 2020), poteka razgradnja ali katabolizem. Ko 
zaloge glikogena začnejo plahneti, postane aktivna tudi metabolna pot glukoneogeneze, kjer 
se sintetizira glukoza. Ta nastane iz virov, ki niso ogljikovi hidrati; torej iz metabolitov, ki 
nastanejo z razpadom lipidov (glicerol), proteinov (glukogenih aminokislin) ali iz laktata, 
piruvata in intermediatov cikla citronske kisline (CCK). Med obroki sta zato glikogenoliza in 
glukoneogeneza zelo pomembni (Shieh in sod., 2003). Ob podobnih dejavnikih se aktivira 
tudi ketogeneza; izgradnja ketonskih teles iz acetil-CoA, ki se sprosti pri razgradnji 
maščobnih kislin ter tudi ketogenih aminokislin (Berg in sod., 2001). Na ta način se 
organizem prav tako oskrbi z energijo, kadar na voljo ni ogljikovih hidratov. Ob prekinitvi 
zunanjega dotoka hranil se metabolni procesi znatno prestrukturirajo. Nekatere od teh 
prilagoditev se zgodijo tudi pri določenih patoloških stanjih. Prvi dan stradanja so 
spremembe, ki nastanejo, podobne tistim, ki se zgodijo preko noči: ob znižanju krvnega 
sladkorja začne potekati glikogenoliza, ki ji sledi glukoneogeneza in tudi ketogeneza. 
Organizem primanjkljaj glukoze primarno zagotavlja z razgradnjo zalog ogljikovih hidratov. 
Nato jo začne sintetizirati preko glukoneogeneze, sprva predvsem iz laktata, ki je nastal v 
mišicah ob anaerobnih pogojih, in nekaterih drugih spojin. Ko ti viri presahnejo, se začno 
razgrajevati proteini. Ogljikov skelet glukogenih aminokislin tako postane osnova za tvorbo 
glukoze. Ker organizem ne skladišči odvečnih proteinov, so torej vir le-teh funkcionalni 
proteini, ki jih celice potrebujejo za svoje delovanje. Z njihovim pospešenim razpadom je 
tako ogrožen obstoj organizma, zato se v kratkem, nekaj dneh, intenzivneje začno razgrajevati 
trigliceridi. Nastali glicerol v manjši meri še vedno napaja glukoneogenezo, vendar pa se 
večinsko nastali acetil-CoA za sintezo glukoze ne more porabljati. Ob obilici nastalega acetil-
CoA, ki ne more vstopati v zasičen CCK in ob pomanjkanju glukoze za oskrbovanje 
možganov ter drugih tkiv, se aktivira ketogeneza. Iz actetila-CoA tako v jetrih nastanejo 
ketonska telesa (acetoacetil, β-hidroksibutirat in aceton), ki jih jetra sama sicer ne morejo 
koristiti. Kot vir energije pa jih v času stradanja lahko porabljajo možgani in druge celice ter 
tako nadomestijo dobršen del potrebe po glukozi. Na ta način se oskrbi celice, ki maščobnih 
kislin same ne morejo neposredno izkoriščati, hkrati pa se zavaruje razpad proteinov in tako 
podaljša čas preživetja (Berg in sod., 2001).  
2.2  SKLADIŠČENJE GLIKOGENA 
Do različnih oblik glikogenoze privede motnja v delovanju proteinov oziroma encimov na 
katerikoli stopnji presnove glukoze do glikogena in obratno (Laforêt in sod., 2012) (priloga 
A). Glikogen se tvori in skladišči v različnih celicah telesa. Največ glikogena na maso organa 
skladiščijo jetra. Celokupno pa je največja količina glikogena v telesu, zaradi velikega deleža 
mišične mase, skladiščena v mišicah (Berg in sod., 2001; Shieh in sod., 2003). Glede na vir 
porabe skladiščenega glikogena v tkivih, lahko le-ta v grobem delimo v dve skupini. Tkiva, ki 
skladiščijo glikogen za lastne rezerve in potrebe, so na primer mišice in možgani (Laforêt in 
sod., 2012). Univerzalno skladišče glikogena za oskrbovanje celotnega telesa z glukozo pa so 
jetra, tudi ledvica in manj črevesje. Slednja so v literaturi poimenovana z izrazom 
gluconeogenic organs (angl.) (Chou in sod., 2015). Ta tkiva so torej bistvena za vzdrževanje 
homeostaze krvnega sladkorja, in sicer preko glikogenolize in glukoneogeneze. Po 
pomembnosti med njimi izstopajo jetra, kjer oba procesa potekata najintenzivneje. Jetra so 
metabolno središče organizma za številne presnovne poti, tudi za metabolizem glikogena 
(Berg in sod., 2001). Glukoza se po vstopu v (jetrne) celice hitro pretvori v glukozo-6-fosfat. 
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Ta za razliko od glukoze namreč ne more prosto prehajati celične membrane in jo celice na 
tak način zadržijo v svoji notranjosti. Glukoza-6-fosfat, nastala tudi tekom drugih procesov v 
celici, lahko nato vstopi v različne metabolne poti: razgradnjo glukoze (glikolizo), sintezo 
glikogena (glikogenezo), v zadnjem koraku glukoneogeneze in glikogenolize se lahko 
pretvori v glukozo, ki se iz celic izloči v kri za vzdrževanje homeostaze krvnega sladkorja, ali 
v pentozo fosfatno pot (Berg in sod., 2001; Laforêt in sod., 2012). Tkiva, ki skladiščijo 
glikogen lahko torej vršijo glikogenolizo; razgrajevanje glikogena do glukoze, nekatera po 
večini ali le za lastno, druga pa za sistemsko oskrbo. Glukoneogenezo pa lahko zagotovo 
vršijo jetra ter tudi ledvica in so glavni glukoneogeni organi telesa (Berg in sod., 2001). 
2.3  TIPI GLIKOGENOZE 
Šestnajst trenutno poznanih tipov glikogenoze, s pripadajočimi podtipi (Ross in sod., 2020), 
lahko kategoriziramo na različne načine. Glede na prizadeti organ oziroma tkivo jih lahko v 
grobem razdelimo na tiste, ki večinsko zadevajo jetra, mišice, ali oboje (Kishnani in sod., 
2019), podrobnejša opredelitev bi okarakterizirala delitev na jetra, mišice, srce in možgane 
(Laforêt in sod., 2012). Obe tkivi sta namreč največji skladišči glikogena v telesu, kjer se v 
primeru glikogenoze le-ta čezmerno skladišči ali formira v nepravilni strukturi (Kishnani in 
sod., 2019). Za jetrne oblike glikogenoze (tipi 0, Ia, Ib, IIIa, IIIb, IV, VI, IX, XI (Wolfsdorf in 
Weinstein, 2003; Laforêt in sod., 2012)) sta značilni spremljajoči stanji hipoglikemija in/ali 
hepatomegalija. Pri mišičnih oblikah (IIa, IIb, V, VII, X, XII, XIII (Laforêt in sod., 2012)) je 
prisotna oslabelost in pojav mišičnih krčev (Wolfsdorf in Weinstein, 2003). Drugače pa lahko 
posamezne tipe te skupine delimo tudi na tiste z intoleranco fizične aktivnosti (vadbe, 
gibanja) in tiste s kardiomiopatijo. Tako jetrna kot tudi mišična oblika glikogenoze sta tipa 
GSD III in GSD IXb. Za možgansko obliko GSD, kamor uvrščamo Lafora Disease in Adult 
Polyglucosan Body Disease (angl.), pa je značilna nevrodegeneracija v odrasli dobi, sindromi 
epilepsije in kopičenje nepravilno razvejanih molekul glikogena (angl. polyglucosan bodies) v 
živčnem sistemu (Laforêt in sod., 2012). Glede na prizadete metabolne poti pa lahko 
glikogenoze razvrstimo tudi v tiste i) z okrnjeno glikogenolizo in glukoneogenezo (tip Ia in 
Ib), ii) z okrnjeno glikogenolizo in nemoteno glukoneogenezo (tip III, VI in IX) in iii) s 
spremenjenim skladiščenjem glikogena (tip 0, VI in XI) (Ross in sod., 2020). 
2.4  GLIKOGENOZA TIPA I 
Glikogenoza tipa I (GSD I) je poimenovana tudi kot von Gierke disease (angl.). To je 
avtosomna recesivna bolezen, vzrok katere je pomanjkljivo delujoč kompleks G6Paza (Chou 
in sod., 2010, 2015). Poglavitna elementa tega sistema sta proteina G6Paza (encim) in G6pt 
(prenašalec) (Kwon in sod., 2017). Razlog bolezni je torej okvara glukoze-6-fosfataze 
(G6Pase –  angl. glucose-6-phosphatase) – različice α ali β – ali prenašalnega proteina za 
glukozo-6-fosfat (G6PT – angl. glucose-6-phosphate transporter) (Chou in sod., 2015). 
Posledica je nezmožnost popolne razgradnje glikogena do glukoze (Anderson in sod., 2020) 
ali izgradnja le-te, saj se G6P (glukoza-6-fosfat) ne more pretvoriti v glukozo. To je namreč 
zadnja reakcija glikogenolize in glukoneogeneze, pri kateri sodelujeta oba proteina (Chou in 
sod., 2018; Shieh in sod., 2003) ter s tem vplivata na vzdrževanje homeostaze krvnega 
sladkorja. Tako G6pt kot tudi G6Paza (različica α ali β) sta vpeta v membrano 
endoplazemskega retikuluma (ER). G6pt je v vseh celicah izražen protein, sestavljen iz 
desetih transmembranskih domen (priloga B). Ima funkcijo prenašalca, ki iz citoplazme celice 
v lumen ER prenaša G6P (Chou in sod., 2015; Pan in sod., 1999). Znotraj ER se G6P razcepi 
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na glukozo in Pi (anorganski fosfat) (Kwon in sod., 2017; Ross in sod., 2020), kot že 
omenjeno, je to zadnji korak glikogenolize in glukoneogeneze. Ta proces hidrolize poteka z 
encimom G6Paza, katalitično mesto katerega se nahaja znotraj, v lumnu, ER. G6Paza α to 
funkcijo opravlja le v jetrih, ledvicah in črevesju. G6Paza β pa je, tako kot G6pt vsesplošno 
izražen, torej v vseh celicah telesa. Ker se lahko le G6Paza α in G6Paza β funkcionalno 
povezujeta z G6pt, ostale nespecifične fosfataze ne morejo sodelovati pri uravnavanju 
homeostaze krvnega sladkorja (Shieh in sod., 2003). Tako glukoza kot Pi, ki nastaneta v ER, 
se nato preneseta nazaj v citoplazmo celice (Chou in sod., 2015). Glukoza je tako celici na 
voljo za njene energijske potrebe, vstop v glikolizo. V nekaterih primerih, po večini jetrne 
celice, pa se lahko izloči v krvni obtok ter s tem vzdržuje homeostazo krvnega sladkorja. Oba 
proteina, G6Paza in G6pt, sta funkcionalno povezana, zato lahko nepravilnosti enega ali 
drugega privedejo do okrnjenega delovanja celotnega kompleksa (Kwon in sod., 2017; 
Hiraiwa in sod., 1999) in s tem povezanih oblik bolezni. Pod GSD I namreč uvrščamo dva 
podtipa. GSD Ia je posledica okvare G6Paze α (gen g6pc) v jetrih, ledvicah, črevesju. GSD Ib 
pa odraža nepravilnosti G6pt (gen slc37a4), ki je vsesplošno izražen (Chou in sod., 2015). 
Glikogenoza tipa I je najpogostejša oblika te skupine bolezni. Pri tem ima 80 % bolnikov 
obliko GSD Ia in približno 20 % obliko GSD Ib (Chen, 2011). Poleg slednjih dveh obstaja 
tudi GDS Irs, ki pa se kljub imenu biokemijsko ne uvršča h glikogenozi. Je le, kot pove ime, z 
GSD I povezan sindrom (angl. GSD I related syndrom). Ta je posledica okvare prav tako 
vsesplošno izražene G6Paze β (gen g6pc3) in je prepoznan tudi pod oznako SCN4 (angl. 
severe congenital neutropenia syndrom type 4) (Chou in sod., 2015). Okvara kompleksa 
G6pt/G6Paza α se primarno odraža v porušeni homeostazi krvnega sladkorja. Poglavitna 
posledica nepravilnega delovanje kompleksa G6pt/G6Paza β pa je porušena energijska 
homeostaza nevtrofilcev in funkcionalnost makrofagov in nevtrofilcev, ki vodi v 
nevtropenijo. Bolniki z GSD Ia imajo tako porušeno ravnovesje sladkorja v krvi, zaradi 
okvare G6Paze α v kompleksu G6pt/G6Paza α. Bolniki z GSD Irs odražajo okrnjeno 
funkcionalnost nevtrofilcev in makrofagov, zaradi okvare G6Paze β v kompleksu 
G6pt/G6Paza β. Bolniki z GSD Ib pa posedujejo oboje, imajo porušeno ravnovesje sladkorja 
v krvi in okrnjeno funkcionalnost nevtrofilcev in makrofagov, zaradi okvare G6pt, prisotnega 
v obeh sistemih (Chou in sod., 2015) (Priloga C). 
2.5  GLIKOGENOZA TIPA Ib 
GSD Ib se uvršča med zelo redke bolezni (angl. ultraorphan disease) (Chou in sod., 2018). 
Kot omenjeno, vzrok tiči v okvari proteina G6pt. Ta je kodiran z genom slc37a4. Ker so 
nepravilnosti proteina G6pt posledica mutacije enega gena, do sedaj je za slc37a4 poznanih 
116 različnih mutacij (The Human …, 2017), je glikogenoza Ib monogenska bolezen. Gen 
slc37a4 je v genomu prisoten v eni kopiji in se nahaja na kromosomu 11q23.3 (Genetic …, 
2010). Vsebuje 9 eksonov (Chou in sod., 2015). Lin in sodelavci (2000) navajajo, da lahko z 
alternativnim izrezovanjem in spajanjem intronov ter eksonov nastaneta dve različici tega 
proteina. Vseprisotna, v vseh celicah izražena, oblika je G6pt s 429 aminokislinami, izražena 
torej tudi v možganih, srcu in skeletnih mišicah. Različica vG6pt (angl. variant G6PT) pa 
vsebuje 451 aminokislin in je izražena v možganih, srčni mišici ter skeletnih mišicah. 
Dodatnih 22 aminokislin, kodiranih z eksonom 7, tako podaljša četrto luminalno zanko z 8 na 
30 aminokislin. Slednje ima morda dodaten pomen za tkiva, v katerih je ta oblika izražena, 
vendar pa naj to nebi vplivalo na funkcijo tega proteina, ki je enaka pri prvi in drugi različici, 
torej prenos G6P skozi membrano ER. Navajajo tudi, da nevtrofilci in monociti, tako kot 
večina celic, ne izražajo vG6pt, temveč le G6pt. 
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2.5.1  Posledice okvare G6pt 
GSD Ib je tako metabolna kot imunološka bolezen. Okvara proteina G6pt namreč prepreči 
vstop G6P v endoplazemski retikulum v jetrih, ledvicah oziroma črevesju, kar prizadene 
homeostazo krvnega sladkorja, kot tudi v mieloidnem tkivu, kar prizadene funkcionalnost 
nevtrofilcev in makrofagov (Chou in sod., 2015). Posledice se odražajo na številnih nivojih. 
2.5.1.1 Metabolne spremembe 
Bolniki z GSD Ib lahko presnavljajo glukozo, ki služi kot vir energije, prav tako le zaužite 
proteine in lipide. Iz presežkov hranil, ki jih zaužijejo, lahko tudi ustvarijo zaloge, tvorba 
glikogena, lipidov, in jih skladiščijo. Vendar pa teh rezerv, zlasti glikogena, ne morejo 
koristiti. To je ključna metabolna prepreka glikogenoze Ib, posledica česar je porušena 
homeostaza krvnega sladkorja; možnost pojava hipoglikemij. Metabolna procesa 
glikogenoliza in glukoneogeneza, ki pri bolnikih s to obliko bolezni ne moreta poteči do 
konca, namreč delujeta kot most med posameznimi obroki ali med preklopom oziroma 
aktivacijo drugih metabolnih poti v času stradanja. Glukoza je torej primarni vir, ki uravnava 
energijske potrebe telesa. Šele ko je začne zmanjkovati (poraba glikogena), se aktivirajo 
druge metabolne poti; pospešena razgradnja lipidov in ketogeneza, ki pri bolnikih z GSD I ne 
poteka (Anderson in sod., 2020). Nizka raven glukoze ali celo njena odsotnost sta torej 
sprožilna dejavnika preklopa metabolizma in posledično oskrbe tkiv z drugimi viri. V primeru 
glikogenoze Ib pa metabolizem do te stopnje ne more oziroma ne sme priti, saj bi bilo to za 
bolnika drugače usodno. Zato je potrebno pri bolnikih z GSD Ib metabolizem ves čas 
vzdrževati v stanju preden bi naravno nastopila potreba po aktivaciji premostitvenih procesov, 
glikogenolize in glukoneogeneze. Normoglikemija se tako vzdržuje izključno z zaužito hrano. 
Ob enem pa je pomembno, da te ni preveč, saj presežki tako še povečajo kopičenje zalog, ki 
se ne morejo porabiti, in povzročajo dodatne zaplete (hepatomegalija itd.). G6P se zaradi 
nezmožnosti vstopa v ER ne more pretvoriti v glukozo in zato zastaja v citoplazmi celice. To 
v jetrih, ledvicah in črevesju spodbudi tvorbo glikogena in sintezo lipidov (Chou in sod., 
2018; Farah in sod., 2020). Slednje vodi v hepatomegalijo (povečana jetra) in nefromegalijo 
(povečana ledvica). Spremljajoča stanja so tudi hiperlipidemija (povečana količina lipidov v 
krvi), hiperurikemija (povečana količina sečne kisline v krvi) in laktacidoza; zakisanje zaradi 
obilice laktata (angl. lactic acidemia) (Chou in sod., 2010). Dolgoročne posledice so lahko 
bolezni ledvic, pljučna hipertenzija, pankreatitis, osteoporoza, putika ali policistični ovariji 
(Chou in sod., 2015; Kishnani in sod., 2014). Obstaja tudi tveganje nastanka benignih jetrnih 
tumorjev (HCA – angl. hepatocellular adenoma), ki se lahko razvijejo v raka jetrnih celic 
(HCC – angl. hepatocellular carcinoma) (Chou in sod., 2018). Nezdravljena hipoglikemija pa 
se lahko odraža v rastnih in razvojnih nepravilnostih ter kasnejšem pojavu pubertete, v 
skrajnih primerih lahko privede tudi do smrti (Kishnani in sod., 2014). 
2.5.1.2 Nevtropenija 
Okrnjeno delovanje kompleksa G6pt/G6Paze β zaznavno vpliva na obstoj in delovanje 
nevtrofilcev ter tudi na funkcionalnost makrofagov (Chou in sod., 2018). Poruši se namreč 
energijska homeostaza, saj  je motena oskrba z glukozo, ki jo nevtrofilci nenehno potrebujejo, 
zlasti v času okužbe oziroma ob presnavljanju oziroma odstranjevanju mikrorgnizmov 
(Kishnani in sod., 2014). Pojavita se stres ER in oksidativni stres, ki vodita do programirane 
celične smrti, apoptoze. Ta je vsaj delno vzrok nevtropenije; zmanjšanega števila nevtrofilcev. 
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Pri bolnikih z GSD Ib nevtropenija tako ni posledica manjše tvorbe nevtrofilcev v kostnem 
mozgu, temveč njihovega pospešenega propada (Froissart in sod., 2011). Poleg tega pa upade 
funkcionalnost nevtrofilcev kot tudi makrofagov, ki se uspejo razviti v zrele celice. Njihova 
učinkovitost je tako manjša zaradi ovirane kemotakse (znižan nivo migracije), fagocitiranja, 
mobilizacije kalcija in izločanja reaktivnih kisikovih spojin (Chou in sod., 2015; Chou in sod., 
2018; Kishnani in sod., 2014)). Vse to se pri bolnikih z GSD Ib odraža kot večja dovzetnost 
za pojav okužb, nastanek ustnih in črevesnih razjed, gingivitisa ter enterokolitisa (Kishnani in 
sod., 2014). Ob-enem Chou in sodelavci (2018) navajajo, da imajo bolniki večjo nagnjenost 
za razvoj avtoimunih bolezni – kroničnega vnetja črevesja (IBD – angl. inflammantory bowel 
disease), tiroidne avtoimunosti in miastenie gravis (angl. myasthenia gravis). Pojavi se lahko 
tudi hipotiroidizem (Kishnani in sod., 2014). 
 
Vsi bolniki z GSD Ib ne kažejo znakov nevtropenije, kar pomeni, da pri GSD Ib za 
nevtropenijo ni 100 % penetrance, torej vsi bolniki z GSD Ib oziroma z okvaro gena slc37a4 
ne razvijejo nevtropenije (Chou in sod., 2018). Veliko bolnikov sicer poseduje nevtropenijo, 
pri nekaterih je prisotna ves čas, pri drugih le občasno, vendar jasna povezava med genotipom 
in fenotipom ni bila opažena (Kishnani in sod., 2014). Zdravljenje nevtropenije z G-CSF 
(angl. granulocyte colony stimulating factor) poveča število nevtrofilcev v krvi, saj spodbudi 
njihovo tvorbo in izplavljanje iz kostnega mozga ter podaljša čas preživetja. Kot posledica pa 
se lahko poveča vranica (angl. splenomegaly) in pojavi tudi njena povišana aktivnost (angl. 
hypersplenism) – odstranjevanje prevelike količine krvnih celic. Eden od stranskih učinkov je 
tudi bolečina v kosteh (angl. bone pain). Opažen pa je bil tudi pojav akutne mieloične 
levkemije (Kishnani in sod., 2014). Sklepali bi lahko, da morda nekatere mutacije G6pt 
vplivajo na strukturno spremembo, ki oteži povezovanje le G6pt z G6Pazo α, kar vodi v 
motnjo homeostaze krvnega sladkorja, ne pa tudi G6pt z G6Pazo β, kar bi vodilo v 
nevtropenijo. Vendar pa je slednja domneva v nasprotju s podatkom, ki ga omenja Kishnani 
in sod. (2014), namreč da imajo tudi nekateri bolniki z GSD Ia z določeno mutacijo gena g6pc 
lahko znake podobne nevtropeniji. 
2.5.2  Diagnosticiranje in trenutni načini zdravljenja glikognoze Ib 
Bolezen GSD I je bila nekdaj diagnosticirana po večini na podlagi opaženih simptomov; 
kliničnih znakov in potrjene okvarjene aktivnosti G6Paze v z biopsijo pridobljenih jetrnih 
celicah (Chen, 2011). Danes so za potrditev diagnoze v uporabi predvsem genetska testiranja, 
seveda ob predhodno opaženih kliničnih znakih in opravljenih laboratorijskih preiskavah 
(Kishnani in sod., 2014). Trenutni način zdravljenja GSD Ib je simptomatski; temelji na 
lajšanju simptomov, ne na odpravljanju vzroka bolezni (Kishnani in sod., 2019). Skupno 
vsem tipom glikognoze je način zdravljenja s prehransko terapijo, ki je v ospredju, v veljavi 
pa že več kot pol stoletja (Ross in sod., 2020). Ker se oblike glikogenoze odražajo v 
prizadetosti različnih organov oziroma tkiv (Kishnani in sod., 2019), so torej načini 
zdravljenja razlikujejo. Veliko upov in pozornost pa je usmerjenih v uspešen razvoj genske 
terapije. Ta bi z odpravo vzroka – zamenjavo mutiranega gena okvarjenega proteina s 
funkcionalnim – bolezen lahko pozdravila v celoti. Prav tako pa je tudi pri uvajanju genske 
terapije potrebna specifičnost le-te za posamezen tip bolezni; z vidika vrste okvarjenega 
proteina kot tudi tarčnega organa genske terapije, ki ga pomanjkanje ozirom okvara dotičnega 
proteina najbolj prizadene. Obstaja tudi drugačna metoda; to je način zdravljenja z zamenjavo 
proteina (angl. protein replacement therapy). Vendar so zaradi hidrofobnega okolja, kjer se 
membranski protein G6pt nahaja, primernost tega načina za zdravljenje glikogenoze Ib 
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izključili (Chou in sod., 2018). Osnovno zdravljenje bolezni GSD Ib tako trenutno 
predstavljajo redni obroki bogati z ogljikovimi hidrati (Kishnani in sod., 2019), pogosto z 
dodatkom surovega koruznega škroba (UCCS – angl. uncooked cornstarch) (Ross in sod., 
2020), s čimer se prepreči življenje ogrožajoča hipoglikemija. Ob pojavu kasnejših zapletov 
pri jetrih (HCC, HCA itd.) ali pri ledvicah, se kot možnost navaja tudi dializa ali presaditev 
organa (Kishnani in sod., 2019). Pri tipu Ib tak poseg, predvsem presaditev, predstavlja 
dodatno tveganje zaradi prisotne nevtropenije in torej povečane dovzetnosti za okužbo. Poleg 
tega je potrebna posebna pozornost in obravnava pred in med samim posegom (Anderson in 
sod., 2020), zaradi nevarnosti pojava hipoglikemije. Pri bolnikih z GSD Ib je, poleg vsebinske 
primernosti hrane, pomembno, da je količina le-te čim bolj enaka porabi oziroma energijskim 
potrebam telesa. Na ta način zaviramo čezmerno kopičenje glikogena in lipidov, ki sicer vodi 
do povečanja jeter in ledvic ter prispeva k nastanku dodatnih zapletov. 
 
 
3 TEHNOLOGIJA CRISPR-CAS9  
 
CRISPR-Cas9 je pridobljeni imunski sistem prokariontov, ki prepozna organizmu tuj genetski 
material in ga odstrani. Okrajšava CRISPR pomeni gruča enakomerno prekinjenih kratkih 
palindromskih ponovitev (angl. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), 
Cas9 pa označuje s CRISPR povezan protein 9 (angl. CRISPR-associated protein 9) (Tyagi in 
sod., 2020). Bakterije s tovrstnim obrambnim mehanizmom imajo v svojem genomu lokus 
CRISPR, ki sestoji iz unikatnih zaporedij (angl. protospacers) ter vmesnih kratkih 
ponavljajočih se zaporedij (angl. repeats) (Ran in sod., 2013). Po prestani virusni okužbi 
bakterijska celica del virusnega genoma (unikatno zaporedje) vgradi v lokus CRISPR. Tako 
ustvari nabor zaporedij, ki ustrezajo preteklim virusnim okužbam (Ebrahimi in Hashemi 
2020). V primeru ponovnega vdora enakega virusnega materiala v bakterijsko celico, se z 
lokusa CRISPR prepiše shranjen del tega virusnega zaporedja v molekulo RNA, imenovano 
CRISPR RNA (crRNA). Ta deluje kot iskalo, s katerim protein Cas9 poišče vneseni virusni 
genom in ga uniči. CrRNA namreč vsebuje pr. 20 nukleotidov, ki so komplementarni delu 
virusnega genoma, ki je vdrl v celico (Li in sod., 2020). Predhodno pa tracrRNA (angl. trans-
activating crRNA) pomaga prepis celotnega lokusa CRISPR (pre-crRNA) preoblikovati v 
crRNA. Tako se torej s crRNA in tracrRNA, ki se vpneta v endonukelazo Cas9, ustvari 
funkcionalni ribonukleproteinski (RNP) kompleks, ki najde in uniči virusni genom (Ebrahimi 
in Hashemi 2020). Poleg komplementarnega zaporedja, ki ga najde crRNA, mora virusni 
genom vsebovati tudi zaporedje PAM (angl. protospacer adjacent motif), ki pa ga prepozna 
protein Cas (Ran in sod., 2013). Šele tedaj namreč endonukleaza lahko opravi svojo nalogo. 
Zaporedje PAM celici omogoča razlikovanje med sebi lastnim genomom in tujimi 
nukleinskimi kislinami. Genom celice namreč v svojem lokusu CRISPR za vsakim 
specifičnim virusnim zaporedjem (protospacer) ne vsebuje zaporedja PAM. To je varnostni 
mehanizem, ki celici prepreči, da bi protein Cas uničil sebi lastno DNA (Moon in sod., 2019). 
Proteini Cas prepoznavajo različna zaporedja PAM. V primeru Cas9 iz Streptococcus 
pyogenes to zaporedje ustreza zaporedju NGG, pri čemer N označuje katerikoli nukleotid 
(Ran in sod., 2013). 
3.1  CRISPR-CAS KOT GENETSKO ORODJE 
V naravi obstaja velika raznolikost sistemov CRISPR-Cas. Delimo jih v dva razreda, znotraj 
katerih je 6 tipov (I-VI) in do sedaj znanih 33 podskupin (Makarova in sod., 2020) (priloga 
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D). V prvem razredu so sistemi CRISPR-Cas, ki vsebujejo multiproteinski kompleks; več 
proteinov Cas. Sistemi drugega razreda pa imajo le en protein Cas (Pickar-Oliver in 
Gersbach, 2019). To pestrost so znatno povečale številne modifikacije, ki so sistem 
preoblikovale v orodje genskega inženiringa. Za ta namen sta crRNA in tracrRNA pogosto 
združeni v eno molekulo, imenovano sgRNA (angl. single-stranded guide RNA ali single 
guide RNA ali le gRNA) (Li in sod., 2020). Ta je sintetizirana tako, da se komplementarno 
ujema s tarčnim zaporedjem genoma, ki ga želimo spremeniti (Pickar-Oliver in Gersbach, 
2019). Protein (endonukleaza) Cas9 pa opravi funkcijo »molekularnih škarij« in na tem 
mestu, kamor želimo uvesti spremembo, izvede prelom DNA verige. Trenutno je najbolj 
raziskan, in kot genetsko orodje najpogosteje uporabljen, sistem CRISPR-Cas9 (Ran in sod., 
2013; Li in sod., 2020). Glede na omenjeno klasifikacijo sodi k tipu II, ki se uvršča v 2. 
razred; ima le en protein, Cas9 (Makarova in sod., 2020). Najpogosteje uporabljen protein 
Cas9 izvira iz Streptococcus pyogenes (SpCas9) in je prilagojen tudi za uporabo v sesalskih 
celicah (Pickar-Oliver in Gersbach, 2019).  
 
Cas9 je endonukleaza, ki pri dvoverižni DNA (dsDNA – angl. dubel stranded DNA) povzroči 
prelom obeh verig; dvojni prelom DNA (DSB – angl. double-stranded break) (Li in sod., 
2020). Spremembe, ki v genomu posledično nastanejo, so odvisne od izbire popravljalnega 
mehanizma celice (Pawelczak in sod., 2018). Nabor le-teh omogoča različne načine urejanja 
genoma (Pickar-Oliver in Gersbach, 2019). Kadar je na voljo matrica, poteče popravljalni 
mehanizma na osnovi homologne rekombinacije HDR (angl. homology-directed repair). Tu 
je možnost napake manjša, saj ima celica na matrici informacijo, s katerim zaporedjem naj 
popravi nastalo vrzel. V nasprotnem primeru se dvojni prelom popravi s spajanjem 
nehomolognih koncev NHEJ (angl. non-homologous end joining) (Pawelczak in sod., 2018). 
Zaradi odsotnosti podatka o originalnem zaporedju DNA, celica oba konca preprosto spoji, s 
tem prepreči uničenje celice, ki bi sledilo, v kolikor bi dvojni prelom ostal nepopravljen. Pri 
tam lahko naključno doda ali odstrani nekaj nukleotidov ter tako v genom uvede mutacijo. Ta 
lahko povzroči zamik bralnega okvirja ali predčasen pojav stop kodona in s tem vpliva na 
funkcijo proteina ali gen utiša (Li in sod., 2020). V primerih, kjer je deaktivacija gena cilj, je 
to zaželeno (Pawelczak in sod., 2018). Dostikrat pa je namen, na primer pri popravljanju 
mutiranega gena, v genom uvesti natančno, točno določeno spremembo, kar omogoča HDR. 
Vendar pa je verjetnost uporabe mehanizma NHEJ večja. Ta je namreč aktiven skozi celoten 
celični cikel in v številnih tipih celic. HDR pa največkrat poteka v delečih se celicah, v fazi 
S/G (Li in sod., 2020). Kljub temu lahko na različne načine spodbudimo (favoriziramo) 
uporabo mehanizma HDR oziroma celici preprečimo popravljanje preko mehanizma NHEJ. 
Eden od pristopov je uporaba majhnih molekul, ki delujejo kot ojačevalci mehanizma HDR 
(Li in sod., 2020; Pawelczak in sod., 2018). Druga možnost je fuzijski protein (Cas9-
Geminin), ki poveča ekspresijo Cas9 v fazi celičnega cikla, ko je mehanizem HDR 
najaktivnejši. Podobno lahko z uporabo učinkovin, ki vplivajo na sinhronizacijo celičnega 
cikla, sistem CRISPR-Cas v celico uvedemo v fazi S/G2 ter s tem povečamo uporabo 
mehanizma HDR. V nekaterih primerih pa je bila učinkovitost sistema HDR večja tudi zaradi 
sprememb v uporabljeni homologni matrici, na primer: različne dolžine homolognih koncev 
donorske DNA (dvoverižne DNA) in uporaba oligonukleotidov (dolge ssDNA – angl. single 
stranded DNA) (Pawelczak in sod., 2018). Pogostejšo uporabo mehanizma HDR v celci pa 
lahko izzovemo tudi z vplivom na mehanizem NHEJ. Ena od možnosti je utišanje genov, 
potrebnih za delovanje sistema NHEJ, ali inhibicija ključnih proteinov, na primer Ku 
kompleksa ali DNA ligaze VI, ki sodelujejo pri tem načinu popravljanja (Li in sod., 2020). 
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Poleg večje možnosti aktivacije sistema HDR bi s tem lahko tudi zmanjšali pojav neželenih 
vnosov (naključnih insercij), ki lahko nastanejo tudi pri popravljanju s sistemom HDR. Kot 
navajajo Pawelczak in sodelavci (2018), k le-tem namreč vsaj delno prispeva NHEJ. 
 
Že za sam protein Cas9 je bilo z izboljšavami ustvarjenih precej različic, ki imajo večjo 
specifičnost, prepoznajo različna zaporedja PAM (s tem se je povečalo število tarčnih mest, 
kamor lahko uvedemo spremembo) ali vsebujejo tako oblikovano gRNA, ki zmanjša netarčno 
delovanje kompleksa (Pickar-Oliver in Gersbach, 2019). Prav tako je CRISPR-Cas9 v 
kombinaciji s povečano aktivnostjo popravljalnega mehanizma HDR dosegel boljšo uspešnost 
želenih sprememb. Vendar je kljub temu učinkovitost mehanizma HDR še vedno relativno 
majhna (Li in sod., 2020). Poleg tega HDR ni povsem zanesljiv (možnosti pojava netarčnih 
sprememb (angl. off-target events)). Njegova uspešnost pa je pogojena tudi s homolognim 
zaporedjem, želenim insertom, ki se mora nahajati v neposredni bližini nastalega dvojnega 
preloma. V nasprotnem primeru se lahko aktivira popravljalni mehanizem na osnovi NHEJ in 
v genom uvede neželene mutacije (Banan, 2020). 
3.2  NAČINI VNOSA ŽELENIH SPREMEMB S SISTEMOM CRISPR-CAS  
Obstaja torej veliko različic sistemov CRISPR-Cas in mehanizmov temelječih na le-teh, s 
katerimi lahko vnašamo želene spremembe. Te lahko uvajamo v DNA ali RNA. Nameni 
(funkcije) pa so prav tako raznoliki. 
 
Sklop sistemov CRISPR-Cas9, ki spremembe vnašajo v DNA, lahko delimo na mehanizme, 
ki to počno preko dvojnega preloma DNA, ter na tiste, ki temeljijo na drugačnih 
(alternativnih) pristopih. 
 
Mehanizma na osnovi dvojnega preloma sta, kot že omenjeno, HDR in NHEJ. HDR, ki deluje 
po principu homologne rekombinacije, lahko za matrico (donorsko/eksogeno DNA) uporabi 
dvoverižno DNA (»klasičen« način) ali ssODN (angl. single-stranded donor oligonucleotide) 
(Moon in sod., 2019). Na podoben način, preko HDR, deluje tudi mehanizem CORRECT 
(Pickar-Oliver in Gersbach, 2019). Sistema MMEJ (angl. microhomology-mediated end 
jojning) in SSA (angl. single-strand annealing) pa delno tudi temeljita na homologiji, vendar 
le-to iščeta znotraj poškodovane DNA verige (ne uporabljata donorske matrice) (Moon in 
sod., 2019). V genom zato uvajata delecije ali insercije in ju potemtakem ne bi bilo smiselno 
uvrstiti k mehanizmu HDR. Sistem NHEJ pa za popravilo dvojnega preloma, za razliko od 
HDR, ne uporablja homologne matrice, temveč nastala konca DNA preprosto spoji. Pri tem, 
kot že opisano, v genom vnese neželene mutacije. Mehanizem, ki temelji na tem pristopu, je 
tudi HITI (angl. homology-independent targeted integration). Zaporedje, ki ga želimo vnesti v 
genom, je na plazmidu obdan z enakim prepoznavnim mestom kot ga vsebuje del genoma, 
kamor se bo to zaporedje vgradilo. Cas9 tako obe mesti, plazmid z insertom in tarčno DNA, 
prereže istočasno, z mehanizmom NHEJ pa se želeni insert vgradi na tarčno mesto v genomu 
(Pickar-Oliver in Gersbach, 2019). Omenjena dva sistema, HDR in NHEJ, na različna načina 
popravita dvojni prelom, ki ga v genom lahko uvedemo s proteinom Cas9. Poznani pa so tudi 
drugi mehanizmi, ki lahko (le s posredovanjem Cas9) na želenem mestu v DNA ustvarijo 
dvojni prelom. Eden od pristopov združuje katalitično neaktiven Cas9 (dCas9 – angl. dead 
Cas9) in endonukleazo Fok-1; tako nastane fCas9. Ta sistem vključuje 2 fCas9 monomera; 
torej 2 proteina Cas9 (vsak s svojo sgRNA – ena za eno, druga za drugo verigo DNA), ki 
imata pritrjeno vsak svojo endonukleazo Fok-1. Le če se oba monomera fCas9 usidrata na 
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DNA (pr. 15-25 bp narazen), lahko endonukleazi Fok-1 naredita rez DNA. Posamezna 
monomera namreč ne moreta povzročiti reza DNA, ker je endonukleaza Fok-1 aktivna le kot 
dimer (Guilinger in sod., 2014). 
 
Poleg prvotnih oblik sistema CRISPR-Cas9, ki se poslužujejo uporabe dvojnega preloma 
DNA, so bili razviti tudi drugačni oziroma alternativni sistemi. Le-ti vršijo genomske 
spremembe brez uvajanja dvojnega preloma DNA in ne temeljijo na uporabi popravljalnega 
mehanizma HDR (Basturea, 2019). Spreminjanje posameznih baznih parov (angl. base 
editing) je eden od teh pristopov, katerega orodje se imenuje BE (angl. base editor). To je 
kompleks, ki v osnovi sestoji iz treh elementov. Vsebuje katalitično neaktiven protein Cas9 
dCas9 (angl. dead Cas9 – z mutacijo obeh katalitičnih domen RuvC in HNH) ali zarezazo; 
delno neaktiven Cas9 nCas9(D10A) (angl. nickase Cas9 – le z mutacijo D10A v domeni 
RuvC) (Moon in sod., 2019). Tako spremenjen protein Cas9 ne more ustvariti reza v DNA 
(dCas9) oziroma lahko izvrši rez le ene verige (nCas9). Nanj je vezana citidinska ali 
adeninska deaminaza, ki odstrani amino skupino s C oziroma z A. Zadnja komponenta pa je 
sgRNA, ki celoten kompleks (BE) pripelje na tarčno mesto v genomu (Basturea, 2019). BE, 
ki vsebuje citidinsko deaminazo se imenuje CBE in bazni par C-G spremeni v T-A 
(deaminaza spremeni C->U, U se prebere kot T in ustvari se nov bazni par T-A). Nasprotno 
pa ABE, ki vsebuje adeninsko deaminazo, bazni par A-T spremni v G-C (deaminaza spremeni 
A->I, I se prebere kot G in ustvari se nov bazni par G-C) (Moon in sod., 2019). Sprva so se 
razvili sistemi CBE (posamezne generacije so poimenovane z oznakami BE1, BE2 itd.). 
Izvorna oblika BE1 vsebuje dCas9, sgRNA in na dCas9 vezano citidinsko deaminazo. dCas9 
tu deluje le kot sistem, ki preko sgRNA prepozna tarčno mesto v genomu in tja privede 
citidinsko deaminazo, ki v baznem paru C-G C deaminira v U. Na tem mestu tako nastane 
neujemanje baznega para U-G, za katerega želimo, da ga celica popravi v bazni par T-A in ne 
nazaj v C-G. Za dosego tega učinka je nastala različica BE2, ki poleg elementov BE1 vsebuje 
še UGI (angl. uracil glycosylase inhibitor). Ta celici prepreči, da bi nastali U v spremenjeni 
verigi popravila nazaj v C. Tako se poveča verjetnost, da celica neujemajoči G v 
nespremenjeni verigi spremeni v A, s čimer dobimo želeno spremembo baznega para (C-G 
(preko U-G) v T-A) (Basturea, 2019). Da bi verjetnost želene zamenjave (baznega para) še 
povečali in s tem izboljšali učinkovitost sistema, je nastal BE3, ki namesto dCas9 vsebuje 
nCas9(D10A). Ta ima aktivno le domeno HNH, ki povzroči rez v nespremenjeni verigi, tisti, 
v katero deaminaza ni uvedla spremembe; to je veriga, ki je komplementarna sgRNA. S tem 
celico izzovemo, da nastali prelom popravi, za matrico pa uporabi predhodno z deaminazo 
spremenjeno verigo (Moon in sod., 2019). Učinkovitost BE3 je tako večja kot BE2, vendar pa 
je verjetnost pojava delecij ali insercij (angl. indels) pri BE3 nekoliko večja. Z dodatnimi 
modifikacijami so ustvarili sisteme, ki povzročajo manj netarčnih sprememb (sistemi HF-BE), 
prepoznajo drugačna zaporedja PAM in vsebujejo deaminaze z ožjim oknom delovanja. 
Pomembni novosti sta tudi generaciji BE4 in BE4-Gam (Basturea, 2019). Prva ima za večjo 
učinkovitost in specifičnost dodan še en (skupno dva) UGI. BE4-Gam pa ima dodan protein 
Gam. Ta v primeru nastanka dvojnega preloma, ki se lahko zgodi kot posledica delovanja AP 
liaze (Eid in sod., 2018), prekrije konce prerezane DNA. Tako prepreči delovanje 
popravljalnega mehanizma NHEJ in nastanek delecij ali insercij, celico pa usmeri v apoptozo 
(Basturea, 2019). Podobno kot CBE tudi ABE tvorijo katalitično spremenjen Cas9, sgRNA in 
pa adenozinska deaminaza TadA. Z izboljšavami CBE so se spreminjale tudi generacije ABE 
(Basturea, 2019). Sistemi BE so torej primerni za uvajanje točkovnih mutacij; vnesemo lahko 
vse štiri tranzicije (A->G, G->A, C->T, T->C), ne pa tudi osem transverzij (Anzalone in sod., 
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2019). Količina delecij ali insercij je manjša kot pri metodi z dvojnim prelomom, prav tako je 
netarčnih sprememb (angl. off-target effects) manj kot pri proteinu Cas9. Še vedno pa se te 
lahko pojavijo kot posledica i) sgRNA, ki namesto tarčnega zaporedja prepozna neko drugo, 
temu podobno zaporedje v genomu, ii) deaminaze ali iii) vezave sgRNA na molekulo RNA, 
ki je po zaporedju podobno tarčnemu zaporedju DNA. Delovanje BE je vezano na zaporedje 
PAM, ki mora biti na določeni oddaljenosti od tarčnega zaporedja DNA. Slabost BE pa je tudi 
ne povsem tarčno uvajanje točkovnih sprememb, saj deaminaza, citidinska ali adenosinska, 
spremeni vse C oziroma A znotraj svojega okna delovanja (Basturea, 2019). 
 
Pomembna novost zadnjega leta pa je sistem PE (angl. prime editing), s katerim je v genom 
mogoče poleg katerekoli točkaste mutacije (vseh 12) učinkovito vnesti tudi manjše insercije, 
povzročiti izbrise krajših odsekov ter kombinacije teh treh sprememb. Za urejanje genoma pa 
ne potrebuje homologne matrice in se ob enem ne poslužuje dvojnega preloma (Anzalone in 
sod., 2019). Ta mehanizem vključuje nCas9(H840A), nanj vezano reverzno transkriptazo ter 
pegRNA (angl. prime editing guide RNA). Kompleks PE prepozna tarčno mesto DNA preko 
pregRNA. Ta je namreč konstruirana na podlagi sgRNA in, tako kot ta, na svojem 5'-koncu 
vsebuje zaporedje, ki je komplementarno tarčnemu mestu DNA. nCas9(H840A) nato prereže 
nekomplementarno verigo DNA, torej verigo, ki ni komplementarna iskalnemu zaporedju 
pegRNA; to je veriga, ki vsebuje PAM. Nastali 3'-konec prerezane verige pa se nato 
komplementarno veže z zaporedjem PBS (angl. primer binding site). pegRNA namreč poleg 
iskalnega zaporedja na svojem 5'-koncu vsebuje še dve dodatni zaporedji na 3'-koncu, in sicer 
nekaj nukleotidov dolgo mesto PBS ter zaporedje RT. Vloga zaporedja PBS je, da 3'-konec 
prerezane DNA verige pripelje do zaporedja RT. Slednje vsebuje zapis za želeno spremembo 
in je matrica za reverzno transkriptazo, preko katere se na 3'-konec prerezane DNA verige ta 
sprememba doda. pegRNA je tako sestavljena iz treh pomembnih zaporedij in ima dvojno 
vlogo; prepozna tarčno zaporedje v genomu, hkrati pa nosi tudi informacijo za spremembo, ki 
jo želimo vnesti na to mesto v DNA. Podaljšani 3'-konec DNA, ki ima sedaj vneseno želeno 
spremembo, se nato vgradi nazaj v DNA, s čimer se popravi nastali prelom. Pri tem pa mora 
podaljšani 3'-konec DNA, ki vsebuje želeno spremembo, izpodriniti 5'-konec prelomljene 
verige, ki le-te ne vsebuje (priloga E, Sliki b in c). Prva generacija PE, PE1, je sestavljena iz 
omenjenih treh komponent: nCas9(H840A), perRNA in reverzne traskriptaze, pri čemer je 
slednja divjega tipa (angl. wild-type). PE2 se od PE1 razlikuje le v tem, da vsebuje 
spremenjeno reverzno transkriptazo in zato celoten sistem PE2 dosega večjo učinkovitost. 
PE3 pa je podoben PE2, le da po tem, ko se 3'-štrleči konec prerezane, spremenjene verige 
DNA vgradi nazaj (ponovno dobimo dvoverižno DNA le da z neujemanjem na spremenjenem 
mestu), nCas9 prereže še nespremenjeno verigo DNA. Podobno kot pri BE3 s tem izzove 
popravljalni mehanizem celice, ki to prerezano verigo popravi, za matrico pa vzame 
predhodno spremenjeno verigo DNA. Prerez druge, še ne spremenjene verige DNA poteče 
preko proteina nCas9 in dodatne sgRNA. Ta rez druge verige, katerega pozicijo določimo s 
sgRNA, mora biti namreč izveden na drugem mestu kot rez prve, že spremenjene verige, ki ga 
določi pegRNA. Razdalje med mestom reza prve in druge verige, ki so jih testirali Anzalone 
in sodelavci (2019), so bile 14-116 nukleotidov. Tako se zmanjša možnost pojava DSB in s 
tem delecij ali insercij. Idealno sosledje dogodkov torej vključuje: prerez prve, s pegRNA 
nekomplementarne verige, vnos želene spremembe na 3'-prerezani konec DNA (preko RT), 
vgraditev oziroma spojitev spremenjene verige (nazaj nastane dsDNA z eno spremenjeno 
verigo) in šele nato prelom druge, s prgRNA komplementarne, še nespremenjene verige. 
Različica PE3b je zelo podobna sistemu PE3, le da vsebuje sgRNA, ki se ujema s spremembo 
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oziroma odsekom na že spremenjeni verigi, v katero se sprememba uvede preko RT, in tako 
prepreči predčasen ali hkraten prerez nespremenjene verige. To pomeni, da se lahko rez 
druge, še ne spremenjene verige zgodi šele, ko je sprememba v prvo verigo že uvedena in 
prelom prve verige že popravljen. Tako se torej ponovno zmanjša verjetnost DSB in s tem 
delecij ali insercij. Učinkovitost Cas9 v kombinaciji s popravljalnim mehanizmom HDR je 
enaka ali manjša glede na PE metodo in povzroči znatno več delecij ali insercij. Tudi število 
netarčnih sprememb (angl. off-target efects) je pri proteinu Cas9 večje kot pri PE metodi na 
poznanih netarčnih mestih Cas9. V primerjavi z BE, je uporaba PE bolj specifična. BE 
namreč vpliva na vse C oziroma A znotraj okna delovanja citidinske oziroma adeninske 
deaminaze. Z  uporabo PE pa lahko spremenimo le želeni C oziroma A nukleotid. Vendar pa 
je učinkovitost in količina delecij ali insercij trenutno boljša pri uporabi BE metode. Glede na 
potrebe oziroma zahteve je zato smiselno uporabiti eno oziroma drugo metodo, saj se njune 
prednosti in slabosti pri uvajanju tranzisijskih mutacij dopolnjujejo (Anzalone in sod., 2019). 
Liu in sodelavci (2020) poročajo, da so s sistemom PE3 uspešno izvedli točkovne mutacije v 
mišjih embriih (v genu Ar in Hoxd13), vendar zanesljivost mehanizma v teh embriih ni velika. 
Na tarčnih mestih so namreč poleg vnosa želenega nukleotida zaznali tudi zamenjavo z 
drugimi, neželenimi nukleotidi. Nadalje so iz izbranih embriov vzgojili miši, ki so na tarčnem 
mestu vsebovale spremembo. Kljub številnim priložnostim za izboljšave zaradi doseganja 
večje učinkovitosti generalno in v posameznih tkivih, je informacija o nizki stopnji zaznanih 
delecij ali insercij (angl. indels) in netarčnih (angl. off-target) sprememb v mišjih modelih z 
uporabo sistema PE vsekakor vzpodbudna. 
  
Vnašanje inserta s transpozazo je prav tako ena izmed možnosti, ki ne povzroči dvojnega 
preloma, čeprav encim transpozaza Tn7 le-tega drugače naredi. V tem primeru gre za CAST 
(angl. CRISPR-associated transposase), kjer je transpozaza povezana s katalitično nekativnim 
proteinom Cas, na primer: Cas12k ali kompleksom proteinov Cas; Cas6, 7, 8. Vendar so za 
uporabo tega pristopa v genskih terapijah potrebne nadaljnje raziskave, saj še ni bil 
preizkušen v evkariontskih celicah (Moon in sod., 2019; Strecker in sod., 2019). 
 
Drugi sklop pa zajema mehanizme, ki ciljajo RNA. Ti sistemi lahko delujejo na osnovi BE, 
kamor uvrščamo ADAR, REPAIR in RESCUE. ADAR (angl. double-strand RNA specific 
deaminase) v molekuli RNA A pretvori v I, ki se nato pri prepisu v protein prebere kot G. 
REPAIR (angl. RNA Editing for Programmable A-to-I Replacement) sistem uvede enako 
mutacijo kot ADAR, temelji pa na dCas13 in deaminazi ADAR2 (Basturea, 2019; Eid in sod., 
2018). RESCUE (angl. RNA editing for Specific C-to-U Exchange) pa je izpeljan iz sistema 
REPAIR in lahko ustvari spremembo C->U, ohranjeno pa ima tudi funkcijo za spremembo A-
>I (Basturea, 2019). Poleg teh pa obstajajo tudi sistemi kot sta protein RCas9 in nekateri 
ortologi proteina Cas9, ki se vežejo in izvedejo rez enoverižne molekule RNA. Protein RCas9 
vsebuje sgRNA, ki se komplementarno veže s tarčno RNA in ločenim zaporedjem DNA 
PAMmer (angl. PAM-presenting oligonucleotide), ki prepozna PAM na tarčni RNA. Nekateri 
ortologi Cas9, na primer Staphylococcus aureus Cas9 in  Campylobacter jejuni Cas9, pa 
delujejo neodvisno od zaporedja PAM in torej potrebujejo le sgRNA. Ti sistemi omogočajo 
prerez molekule mRNA in s tem preprečijo nastanek določenega proteina, v kombinaciji s 
fluorescentnimi proteini omogočijo vizualizacijo molekul RNA, z njimi pa lahko vplivamo 
tudi na končni protein, ki ga določena mRNA kodira (Pickar-Oliver in Gersbach, 2019). 
 
S sistemi CRISPR-Cas9 lahko tako v genom in RNA vnašamo različne spremembe, in sicer 
manjše delecije ali insercije (angl. indels), izbrise večjega odseka DNA ali točkovne mutacije. 
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Z uporabo teh pristopov lahko popravimo mutirani gen, ki povzroča neko bolezensko stanje. 
Prav tako lahko nek tarčni gen utišamo in preučujemo njegovo funkcijo (povezava genotip-
fenotip), spreminjamo epigenetske oznake DNA, označujemo želene dele genoma in tudi 
RNA, ali genu pripnemo oznako, zaradi katere lahko kasneje sledimo označenemu proteinu 
(Pickar-Oliver in Gersbach, 2019; Banan, 2020; Moon in sod., 2019). 
 
 
4 UPORABA TEHNOLOGIJE CRISPR-CAS9 ZA ZDRAVLJENJE 
GLIKOGENOZE Ib 
4.1  GENSKA TERAPIJA 
Genska terapija je zlasti primerna za zdravljenje monogenskih bolezni, kjer je prisotna okvara 
enega gena (Farah in sod., 2020). Obstaja več vrst genskih terapij, ena od teh je 
konvencionalna terapija (Rutten in sod., 2020), t. i. terapija zamenjave gena (angl. gene 
replacement therapy). Pri tem načinu z vektorjem v celice vnesemo zapis za funkcionalni 
gen, ki je pri neki bolezni okvarjen, na primer gen slc37a4. Ta se nato izraža pod 
promotorjem, ki ga prav tako vsebuje izbrani vektor in je lahko specifičen za posamezno vrsto 
tkiva. Te celice še vedno posedujejo genom z okvarjenim genom, hkrati pa vsebujejo tudi 
zapis za funkcionalen gen. Slednji se lahko izraža neposredno z vektorja (neintegrativni 
vektorji, na primer rAAV – angl. recombinant adeno associated virus) ali pa se celoten gen 
vgradi na neko mesto v genom gostitelja (integrativni vektorji, na primer lentivirusni vektorji) 
(Kishnani in sod., 2019; Kwon in sod., 2017). Za razliko od prvega načina pa sistem urejanja 
genoma (angl. gene editing) temelji na dejanskem spreminjanju okvarjenega gena, v katerega 
uvedemo želeno spremembo in ga tako popravimo (Rutten in sod., 2020). Sem sodi tudi 
sistem CRISPR-Cas9. Oblik, v kakršnih ga lahko vnesem v celice, je več. Dostavimo lahko 
zapis za protein Cas9 in zapis za sgRNA; torej kot pDNA (angl. Cas9-encoded plasmid 
DNA). Druga možnost je dostava mRNA. Lahko pa vnesemo že izgrajen RNP kompleks; 
protein Cas9 in sgRNA (Xu in sod., 2019). Vsaka od oblik ima seveda svoje prednosti in 
slabosti: majhnost mRNA, vendar hkrati manjša stabilnost, ta je večja pri pDNA, ki pa ima, 
tako kot protein, velik obseg, kar oteži vnos v dostavni sistem, hkrati se lahko pDNA vgradi v 
genom gostitelja in povzroči insercijsko mutagenezo ter zaradi konstantne ekspresije Cas9 
poveča možnost nastanka netarčnih sprememb (angl. off-target effects) (Çiçek in sod., 2019). 
Poleg oblike vnesenega sistema CRISPR-Cas9, torej kot DNA, RNA ali protein; že izgrajen 
kompleks, lahko sistem CRISPR-Cas9 v celice dostavimo z različnimi dostavnimi 
mehanizmi, odvisno od izbrane oblike. Tudi od teh je namreč zelo odvisna  uspešnost same 
terapije. Dostavni mehanizmi so lahko virusnega ali nevirusnega izvora (Xu in sod., 2019). 
Pri virusnem načinu velja opozoriti, da virusni vektor nosi zapis za protein Cas9 in ne za 
funkcionalni protein. Gre torej le za vrsto dostavnega mehanizma in ne za tip genske terapije, 
ta je še vedno genska terapija drugega tipa, kjer izvorni, mutirani gen popravimo, in ne 
terapija prvega tipa, kjer v celico vnesemo dodaten, funkcionalen gen. Uporaba retrovirusov 
je omejena na deleče se celice. Lentivirusi lahko vključujejo večjo donorsko DNA, vendar 
lahko povzročijo imunski odziv in neželeno integracijo v gostiteljev genom (angl. insertional 
mutagenesis) (Aravalli in Steer, 2018). Adenovirusni vektorji so primerni za uporabo v 
različnih tipih celic (Aravalli in Steer, 2018), vendar lahko prav tako povzročijo imunski 
odziv gostitelja, veliko pa jih tudi vključuje CMV promotor, ki naj bi prispeval k 
modifikacijam v netarčnih tkivih (Singh in sod., 2018). Adenovirusom podobni (AAV) 
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vektorji so kot dostavni mehanizem za sistem CRISPR-Cas trenutno najpogosteje v rabi (Wu 
in sod., 2020). Slednji namreč niso integrirani vektorski sistemi in naj torej ne bi povzročali 
integracijske mutageneze, s čimer se zmanjša pojav genotoksičnosti. Vendar žal to ni povsem 
izključeno. To so pokazali Chandler in sodelavci (2015) in navedli, da so ti stranski učinki 
odvisni od odmerka in serotipa vektorja, izbire promotorja in ojačevalca ter starosti in vrste 
organizma. V primerjavi z adenovirusnimi vektorji so veliko manj imunogeni, oboji pa so 
primerni tako za deleče kot nedeleče se celice (Çiçek in sod., 2019; Aravalli in Steer, 2018). 
Vendar pa je njihova velikostna omejitev pr. 4,7 kb, najpogosteje uporabljen protein Cas9 (iz 
Streptococcus pyogenes) pa obsega pr. 4,2 kb (Singh in sod., 2018; Aravalli in Steer, 2018). 
Za večje sisteme, kot sta BE in PE, zato ni primeren (Wu in sod., 2020).  Ena od prilagoditev 
je iskanje manjših proteinov Cas, na primer SaCas9 (Wu in sod., 2020). Singh in sodelavci 
(2018) pa poročajo, da so za izražanje Cas9 v ciljnem organu, jetrih, uporabili himerni 
promotror, specifičen za jetrne celice (HS-CRM8-TTRmin). Ta je zaradi HS-CRM8 elementa 
dokaj majhen, 0,72 kb, in zato primeren za uporabo v kombinaciji z dostavnim mehanizmom 
AAV. Za razliko od virusnih pa so nevirusni dostavni mehanizmi manj imunogeni, njihova 
velikostna zmogljivost pa je potencialno večja (Çiçek in sod., 2019). Lipidni sistemi so 
povečini miceli (liposomi), ki zaobjamejo želene elemente, na primer protein Cas9 in sgRNA, 
in jih preko zlitja s celično membrano vnesejo v citoplazmo. Poleg teh se kot dostavne 
mehanizme lahko uporabi polimere, anorganske nanodelce, na primer delce zlata, ali peptide, 
ki lahko prodrejo v celico (CPP – angl. cell-penetrating peptid) (Xu in sod., 2019). Ti 
mehanizmi bodo tako z nadaljnjim razvojem in odpravo svojih pomanjkljivosti lahko postali 
nov dostavni sistem za široko klinično uporabo (Xu in sod., 2019).  
 
Slabost terapije z zamenjavo gena (angl. gene replacement therapy) je možnost vgraditve 
vektorja, ki lahko povzroči integracijsko mutagenezo. Poleg tega je izražanje večjih genov 
določeno z velikostno omejitvijo vektorja, nadzor nad ekspresijo vstavljenega gena pa je 
lahko manjši. Slednje je bolj regulirano pri genski terapiji urejanja genoma (angl. gene 
editing), kjer je gen izražen pod endogenim promotorjem (Rutten in sod., 2020). Prednost 
urejanja genoma s CRISPR-Cas9 je tudi obstoj vnesene spremembe v genomu celice. Pri 
terapiji zamenjave gena se lahko z deljenjem celic vneseni episomalni vektor namreč izgubi. 
Učinek tovrstne terapije je posledično lahko le začasen in torej manj ali neprimerna za hitro 
deleča oziroma obnavljajoča se tkiva in celice, na primer nevtrofilci (Chou in sod., 2018). 
Tudi metoda urejanja genoma s sistemom CRISPR-Cas9 ima nekatere pomanjkljivosti, kot sta 
možnost netarčnih sprememb in potencialna imunogenost proteina Cas9 (Çiçek in sod., 2019). 
Vendar z izboljšavami postaja vedno bolj primerno; natančnejše in zanesljivejše genetsko 
orodje (Tyagi in sod., 2020). Pomembno vlogo imajo tudi epigenetske modifikacije, ki jih s 
sistemom CRISPR-Cas lahko spreminjamo. Te so delno lahko razlog, da pri nekaterih 
prirojenih boleznih metabolizma (IEM – angl. inborn errors of metabolism) ni striktne 
povezave med genotipom in fenotipom; torej, da razlog nekega fenotipa ni le na ravni 
genotipa; DNA zapisa gena (Rutten in sod., 2020). 
4.2  GENSKA TERAPIJA ZA ZDRAVLJENJE GSD Ib 
Tako genska terapija zamenjave gena kot tudi genska terapija z urejanjem genoma za 
zdravljenje glikogenoze Ib zaenkrat še nista na voljo. Trenutno se raziskave na živalskih 
modelih GSD Ib izvajajo z gensko terapijo prvega tipa, torej z rekombinantnimi virusnimi 
vektorji. Zelo pogosto so bile izvršene z rekombinantnimi AAV (rAAV; Chou in sod., 2018). 
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Nasprotno pa o raziskavah na tej stopnji z uporabo sistema CRISPR-Cas9 za glikogenozo tipa 
Ib še ne poročajo. 
 
Yiu in sodelavci (2007) so izvedli gensko terapijo na mišjem modelu GSD Ib, in sicer z 
ekspresijo slc37a4 gena iz adenovirusnega (Ad) vektorja. Z njim so uspeli izraziti 
funkcionalni G6pt v jetrih, vranici in tudi v kostnem mozgu, ne pa v ledvicah. Podali so 
predlog kotransfekcije organizma z več vektorji, ki bi tako delovali na različne organe 
oziroma tkiva, oziroma potrebo po vektorju, ki bi lahko učinkoval na vse ciljne organe 
oziroma tkiva – v primeru te študije: jetra, vranico, kostni mozeg in ledvica. Podobno so Yiu 
in sodelavci (2009) z AAV vektorjem v mišji model GSD Ib vnesli gen za G6pt, ki se je 
izražal pod promotorjem/ojačevalcem CBA/CMV. Dosegli so nizko aktivnost G6pt; pr. 3 % 
normalne aktivnosti G6pt v jetrih. Del miši (2 od 5) je razvil tudi HCA, ena kasneje tudi 
maligno obliko. Kasneje so Kwon in sodelavci (2017) izvedli gensko terapijo z dostavnim 
mehanizmom AAV8, prav tako na mišjem modelu GSD Ib. Testirali so uporabo minimalnega 
slc37a4 promotor/ojačevalca, imenovanega miGT, ki so ga primerjali z 2,8 kb G6PC 
promotor/ojačevalcem; imenovanim GPE. Slednji (GPE) se je izkazal za učinkovitejšega. 
GPE je tudi tkivno specifičen promotor/ojačevalec, značilen za organe, ki jih v tuji literaturi 
označuje izraz gluconeogenic organs, mednje sodijo tudi jetra. Tako so dosegli izražanje od 3 
do 62 % normalne aktivnost G6pt v jetrih testiranih živali. V vseh treh primerih gre tako za 
izražanju pravile oblike G6pt iz vektorskega sistema in ne za popravljanje prvotnega gena s 
sistemom CRISPER-Cas9. 
4.2.1  Možnosti genske terapije s CRISPR-Cas9 za zdravljenje glikogenoze Ib 
Znanje iz preteklih študij bi lahko uporabili za postavitev genske terapije z uporabo sistema 
CRISPR-Cas9 za zdravljenje glikogenoze Ib. V javno1 dostopni bazi podatkov HGMD je za 
gen slc37a4 navedenih 107 mutacij:  58 nesinonimnih mutacij, torej brezsmiselnih (angl. 
missense) oziroma nesmiselnih (angl. nonsense) mutacij (prva – zamenjava enega nukleotida, 
ki povzroči zamenjavo kodona, druga – zamenjava enega nukleotida, ki povzroči predčasen 
nastop stop kodona), 19 majhnih delecij, 17 mutacij, ki povzročajo napačno spajanje eksonov, 
8 majhnih insercij, 2 majhna indels (angl.), 2 veliki deleciji (izbrisa) in 1 regulatorna mutacija 
(mutacija v regulatorni regiji gena; v promotorju in/ali regiji za vezavo ojačevalca ali za 
vezavo transkripcijskih  faktorjev). Za uvajanje točkovnih sprememb (tranzicij in transverzij), 
najštevilčnejše skupine mutacij pri GSD Ib (The Human …, 2017), sta trenutno 
najobetavnejša sistema BE (angl. base editing) in PE (angl. prime editing). Kljub trenutno 
nižji učinkovitosti in pogostejšemu pojavu delecij ali insercij v primerjavi s sistemom BE, 
nedavno odkrit mehanizem PE z nadaljnjim izpopolnjevanjem obeta velike napredke tovrstne 
genske terapije. Z njim lahko uvedemo spremembo točno določenega nukleotida brez mutacij 
sosednjih, enakih nukleotidov, kar se lahko zgodi pri sistemu BE. Poleg tega je pojav 
netarčnih (angl. off-target effects) sprememb, zaradi potrebe po ujemanju v treh različnih 
zaporedjih pegRNA, znatno manjše v primerjavi s Cas9 na znanih netarčnih mestih Cas9 
(Anzalone in sod., 2019). Ob enem pa sistem PE omogoča ne le tranzicijske, temveč tudi 
transverzijske modifikacije genoma ter insercije ali izbrise krajših odsekov DNA. Slednja dva 
tipa mutacij sta pri bolnikih z glikogenozo tipa Ib prav tako zastopana (The Human …, 2017). 
                                               
1Javno dostopna baza podatkov (mutacij) HGMD je bila nazadnje posodobljena pred 3 leti; v njej je za gen 
slc37a4 navedenih 107 mutacij, v plačljivo dostopni različici pa 116 
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Ker je uporaba vektorskega sistema AAV precej raziskana, bi ga bilo smotrno uporabiti kot 
dostavni sistem za začetni razvoj genske terapije s tehnologijo CRISPR-Cas9 za GSD Ib. Ob 
uveljavitvi varnejših in učinkovitejših mehanizmov pa bi le-tega zamenjali za dostavni sistem 
nevirusnega izvora. Villiger in sodelavci (2018) poročajo o BE kompleksu, ki so ga zaradi 
velikostne omejitve razdelili v dva vektorja AAV. Uporabili so trans spajanje proteina z 
inteinom. Iz obeh vektorjev sta nastali dve aminokislinski zaporedji. Prvo je vsebovalo 
deaminazo povezano na N konec proteina nCas9 (prva polovica proteina nCas9), ki pa je bil 
povezan z N koncem inteina. Drugo aminokislinsko zaporedje pa je vsebovalo C konec 
inteina povezanega s C koncem proteina nCas9 (druga polovica proteina nCas9), ki je bil 
povezan še z UGI. Ko sta se oba konca inteina povezala, je nastal aktiven intein, ki se je 
izrezal, pri tem pa spojil oba konca (N in C) proteina nCas9 (s pripadajočimi »dodatki«; 
deaminazo in UGI). Tako je nastal funkcionalen BE3 kompleks (deaminaza + nCas9 + UGI + 
sgRNA) (priloga F, Sliki a in b). Podoben način bi lahko uporabili tudi za dostavo mehanizma 
PE, ki bi vseboval zapis za točkasto mutacijo, krajšo insercijo ali delecijo s katero bi popravili 
nefunkcionalen slc37a4 gen. Za specifično izražanje želenega kompleksa (PE ali BE) v jetrih 
pa bi lahko uporabili tudi himerni promotor HS-CRM8-TTRmin. Kot že omenjeno, se je zaradi 
svoje ustrezne velikosti (0,72 kb) izkazal kot primeren za AAV vektor, ki so ga Singh in 
sodelavci (2018) zato lahko uporabili za dostavo sistema CRISPR-Cas9 v jetrne celice. Pri 
miši so tako preko NEHJ uvedli mutacijo v gen F9 in povzročili hemofilijo B. Ena od 
možnosti pa bi bila tudi uporaba P3 jetrno specifičnega promotorja, kot pri Villiger in 
sodelavcih (2018) za mišji model fenilketonurije, ali G6PC promotor/ojačevalca (GPE) v 
kombinaciji z deljenim sistemom BE ali PE. Za izboljšave sistema CRISPR-Cas je zanimiva 
tudi uporaba proteinov Acr (angl. Anti-CRISPRs). To so naravni inhibitorji sistema CRISPR-
Cas, s katerimi se virusi lahko izognejo imunskemu sistemu bakterije, ki jo napadejo, na 
primer: preprečijo vezavo crRNA v protein Cas ali preprečijo vezavo proteina Cas na tarčno 
DNA. Uporaba inhibitorjev proteinov Acr je zato eden od načinov za zmanjšanje netarčnih 
sprememb (angl. off-target events) in s tem možnost za izboljšanje genskega orodja CRISPR-
Cas (Zhang F. in sod., 2019). Pri nekaterih tipih glikogenoze pa so zaznali okrnjeno 
avtofagijo; celični proces recikliranja metabolitov, kjer prihaja tudi do razgradnje glikogena, 
zlasti ob nizkem energijskem stanju celice (Farah in sod., 2020). Nepravilnosti v tem 
delovanju so lahko vzrok kopičenja oziroma neodstranjevanja viškov glikogena in 
trigliceridov, zlasti v jetrih (hepatomegalija). V povezavi z GSD I so bile dosedanje raziskave 
usmerjene v avtofagijo pri podtipu Ia. Opažen je bil znižan nivo avtofagije tako v jetrih kot 
tudi v ledvicah, pri nekaterih potrjeno zaradi sprememb v delih molekularnega mehanizma 
avtofagije. Z učinkovinami, ki avtofagijo spodbudijo, bi zato lahko pripomogli k lajšanju 
poteka bolezni (Farah in sod., 2020). Kang in sodelavci (2019) poročajo, da je hkratno 
izvajanje terapije z urejanjem genoma in dodajanje bezafibrata, ki spodbudi avtofagijo, 
izboljšalo rezultate genske terapije pri mišjih modelih GSD Ia. 
 
Kljub temu, da bi se z učinkovito gensko terapijo, usmerjeno v jetra in kostni mozeg, 
metabolno in imunološko stanje znatno izboljšalo, to še ne bi bilo dovolj za dosego povsem 
normalnega fenotipa. Med drugim se na daljši rok ne bi mogli izogniti poškodbam ledvic, na 
primer zaradi kopičenja glikogena, možnosti pojava vnetne bolezni črevesja in še mnogim 
drugim zapletom. G6pt je namreč v vseh celicah izražen protein in ima lahko pomembne, 
morda do sedaj še nepoznane vloge tudi v mnogih drugih celičnih tipih. Posledice v teh pa 
morda na prvi pogled niso tako jasno razvidne kot sta metabolna in imunološka nepravilnost v 
jetrih oziroma mieloidnem tkivu. Idealna genska terapija za GSD Ib bi bila zatorej tista, s 
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katero bi lahko pravilno spremembo gena vnesli v vse celice telesa. Vendar pa Kwon in 
sodelavci (2017) navajajo, da za dosego izboljšanja stanja v jetrih ni potrebna popolna 
obnovitev aktivnosti jetrnega G6pt. V izogib življenje ogrožajoči hipoglikemiji in nekaterim 
znanim dolgoročnim zapletom bi zato velik korak pomenila že genska terapija, ciljana na te 
najbolj prizadete organe oziroma tkiva; jetra, ledvica, črevesje in mieloidno tkivo. Za 
zdravljenje GSD Ib bi bila ena od možnosti zamenjava celotnega gena slc37a4, kar bi 
pomenilo enostavnejši pristop zdravljenja; z gensko terapijo enako za vse bolnike z GSD Ib. 
Vendar pa je sama izvedljivost trenutno vprašljiva zaradi velikosti vnesenega zaporedja. 
Druga možnost pa je zamenjava dela gena, kjer je prisotna mutacija, kar je z vidika do sedaj 
pridobljenega znanja precej bolj verjetno. Ob-enem bi to pomenilo bolj individualno 
usmerjeno, personalizirano zdravljenje zaradi različnih mutacij (The Human …, 2017), 
vendar hkrati tudi zahtevnejši način, saj bi vsaka mutacija terjala pripravo svojega kompleksa 
Cas9/sgRNA. Dodatna pozornost pri pripravi genske terapije bi bila potrebna tudi, ker je 
glikogenoza tipa Ib avtosomna recesivna bolezen. Oseba s tovrstno okvaro torej poseduje 
okvaro gena slc37a4 obeh alelov, enega podedovanega po materi in drugega po očetu. V 
kolikor se mutaciji teh dveh alelov razlikujeta, bi za popolno ozdravitev to pomenilo uvajanje 
dveh genskih terapij. Vendar pa bi znatno izboljšanje zdravstvenega stanja dosegli že z 
odpravo le ene od obeh mutacij in tako zagotovili prisotnost funkcionalnega proteina G6pt. 
Genska terapija s tehnologijo CRISPR-Cas9 je lahko izvedena po rojstvu oziroma kasneje v 
življenjskem obdobju (Singh in sod., 2018) ali pa že v prenatalni dobi, kar predstavlja 
določene prednosti. Še ne dokončno izoblikovan imunski sistem omogoča manjšo možnost 
zavrnitvenih reakcij, celice se hitro delijo, zaradi česar je dostopnost in učinkovitost 
vektorskega sistema večja, poleg tega se bolezen s tem lahko pozdravi še preden se dodobra 
razvije in preden bi okvarjen gen pustil posledice na organih oziroma organizmu, oziroma 
poslabšal stanje (Rossidis in sod., 2018). O takem primeru poročajo Rossidis in sodelavci 
(2018), ki so gensko terapijo na podlagi mehanizma BE3 z vektorjem Ad vnesli v še 
neskotene miši. Vendar pa so dobri presejalni testi, s katerimi bi bolezen odkrili že pred 
rojstvom, eden pomembnih predpogojev za tovrsten način. 
 
Od julija 2018 je v teku prva klinična študija genske terapije za zdravljenje glikogenoze (NCT 
03517085), in sicer GSD Ia. Študija je v fazi 1 in 2 (preučevanje varnosti in odmerka) ter 
vključuje 9 odraslih (starih več kot 18 let) prostovoljcev z GSD Ia. Genska terapija temelji na 
AAV serotipa 8 (AAV8), s katerim so vnesli gen za G6Pazo α (CliniclTrials.gov, 2018). 
Vektor vsebuje zapis za kodonsko optimiziran gen g6pc (rAAV-co-hG6PC) (Zhang L. in 
sod., 2019), ki se izraža pod nativnim promotorjem (Ultragenyx, 2020). Vsaka preučevana 
skupina (trojica) je prejela enkraten odmerek genske terapije (DTX401); prva 2,0 × 1012 
GC/kg, druga in tretja pa 6,0 × 1012 GC/kg (GC - angl. genome copies). Pri vseh 9 pacientih 
se je po prejetem odmerku podaljšal čas do pojava hipoglikemije, ta je definirana kot 
koncentracija glukoze manjša od 60 mg/dL oziroma pojav kliničnih znakov. Hkrati pa se je 
zmanjšala potreba po zaužitem škrobu. Uvedba treh sprememb v protokolu pri tretji, 
potrditveni skupini je prispevala k izboljšanju vodenja bolezni. Ob enem se je hitreje znižala 
tudi potreba po zaužitem škrobu v primerjavi s prvo in drugo preučevano skupino. Po 
informacijah podjetja Ultragenyx Pharmaceutical pa za konec leta 2020 napovedujejo 
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Za zdravljenj monogenskih bolezni, kamor sodi tudi glikogenoza tipa Ib, je genska terapija 
obetaven način, s katerim bi lahko pozdravili vzrok, do sedaj le na ravni simptomov blažene 
bolezni. V kolikor je pacient za ta lokus heterozigoten; nosilec dveh različnih mutacij, bi za 
odpravo obeh potrebovali dva različna konstrukta. Vendar pa bi z uspešno gensko terapijo 
sprememba zgolj enega izmed obeh alelov že zadoščala za nastanek količine delujočega G6pt, 
ki bi občutno izboljšal stanje bolnika. Z obnovitvijo funkcije prenašalnega proteina G6pt v 
jetrih bi preprečili življenje ogrožajoča stanja hipoglikemije, omogočili porabo čezmerno 
nastalih zalog glikogen in običajen potek metabolnih poti. S tem bi lahko zmanjšali tudi 
čezmerno nakopičene zaloga lipidov v jetrnih celicah in verjetnost kasnejših zapletov GSD Ib, 
na primer HCA in HCC. Uspešnost popravljene mutacije G6pt v jetrih je trenutno obetavnejša 
kot v mieloidnem tkivu; v nevtrofilcih in makrofagih. Zaradi kratke življenjske dobe 
nevtrofilcev in izgube vektorja med celičnimi delitvami, je učinek genske terapije z 
zamenjavo gena z vektorskim sistemom AAV namreč lahko le prehoden (Chou in sod., 2018; 
Yiu in sod., 2009). S sistemom CRISPR-Cas9 pa bi lahko že v kombinaciji z dostavnim 
mehanizmom AAV dosegli trajen učinek, tudi v mieloidnem tkivu. Z razvojem rešitve za 
uspešen dostavni mehanizem, ki bi lahko učinkovito, varno in zanesljivo dosegel vse oziroma 
izbrane celice organizma, bi lahko bila uporaba dovršene oblike sistema CRISPR-Cas9 
primernejša od genske terapije na osnovi zamenjave gena. Velik pomen imajo zato bazične 
raziskave, ki so vir nenehnih izboljšav in novosti metod genskega inženiringa, na primer BE 
in PE. Zelo pomemben dosežek na področju zdravljena glikogenoz pa predstavlja genska 
terapija z uporabo AAV za zdravljenje GDS Ia, ki je leta 2018 dosegla stopnjo kliničnih 
raziskav, prvič izvedena pod vodstvom zdravnika Davida Weinsteina z ekipo. Podjetja, ki se 
že ukvarjajo z raziskavami uporabe sistema CRISPR-Cas9 za zdravljenje GSD Ia (CRISPR 
Therapeutics) ali jetrnih bolezni (Intellia) so primeri, ki imajo tudi za GSD Ib velik pomen. 
Na podlagi dosedanjih dognanj in z nadaljnjim razvojem ter optimizacijo sistema CRISPR-
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Tipi glikogenoze s pripadajočimi encimi v metabolnih poteh (Kanungo in sod., 2018) 
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Okvara G6pt, G6Paze α in G6Paze β s pripadajočimi oblikami bolezni in posledicami (Chou 
in sod., 2015) 
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Klasifikacija sistemov CRISPR-Cas (Makarova in sod., 2020) 
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Komponente (b) in princip delovanja sistema PE (c) (Anzalone in sod., 2019) 
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Trans spajanje proteina z inteinom na primeru sistema BE3 (a in b) (Villiger in sod., 2018) 
 
